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Beschrelbung 

Die Erfindung betriffl ein neues "Mini-Proinsulin", bei dem die unverkQrzte B-Kette nur Qber einen 
Argininrest an die A-Kette gebunden ist. Aus diesem Mini-Proinsulin ist Humaninsulin ohne aufwendige 
5 chemische Umsetzung zug§nglich. 

Mini-Proinsuline mlt einer verkQrzten C-Kette sind bekannt So haben R. Wetzel et al., Gene 16 (1981). 
63 - 71, ein Proinsulin mrt einer auf sechs Aminosduren verkUrzten C-Kette beschrieben. Aus der 
europaischen Patentanmeldung mrt der PuWikatkmsnummer (EP A) 0 055 945 sind entsprechende Proinsu- 
line bekannt deren C-Kette bis auf zwei AminosSuren verkUrzt ist. 
w Aus der EP-A 0 163 529 sind Insulinvorlaufer mrt einer verkQrzten B-Kette bekannt, bei denen die C- 
Kette entweder ganz entfalH oder aber - bis auf eine Aminosaure - verkUrzt ist. Diese Vorprodukte werden 
durch trypsinkatalysierte Transpeptidierung mil einem a-Threoninester in rerfes Humaninsulin QberfUhrt. 

DemgegenUber betriffl die Erfindung das Human-Des-(32-65}-Proinsulin Oder Mini-Proinsulin der Formel 

I 



15 



30 



B(1-30)-Arg-A(1-21) (I), 



in der B(1 -30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten. Diese Verbindung dierrt nicrrt 
nur als Zwischenprodukt zur Herstellung von Hurnan-lnsulin-Arg^-OH, im folgenden w Mono-Arg- Insulin" 

20 genannt, das aus den europaischen Patentschriften (EP-B) 0 132 769 und 0 132 770 bekannt ist, sowie von 
Humaninsulin, sondern sie zetgt auch selbst eine gewisse Insulinaktrvitat 

Die Erfindung betriffl desrtaib auch die Verbindung der Formel I zur Verwendung als Heilmrttel, 
insbesondere zur Behandlung des Diabetes meilitus, und werterhin Arzneimrttel, entfiartend die Verbindung 
der Formel l v sowie Arzneimrttel aus einem pharmakologisch unbedenWichen TrMger und der Verbindung 

25 der Formel I. 

Weiterrtin betrrfft die Erfindung die Verwendung der Verbindung der Formel I zur Herstellung des Mono- 
Arg-lnsulins der Formel II 



S - S 

i 1 

A(l - 21) 

x l I 

S S (II), 

S S 

3s B(l - 30) - Arg 

in der A(1-21) und B(1-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wie im 
Insulin angeordnet sind, und von Humaninsulin, durch enzymatiscrte Spaltung. Besonders vorteilhaft ist die 

40 unmittelbare OberfUhrung der Verbindung der Formel I in Insulin in einer • , Eintopfreaktion , \ 

Die Erfindung betriffl werterhin ein Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel I, das dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi man eine fQr diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelte, 
vorzugsweise in einem Bakterium wie E. coli Oder in einer Hefe, insbesondere Saccharomyces cerevtsiae, 
exprimiert und, wenn die Genstruktur fUr ein Fustonsprotein codiert die Verbindung der Formel I aus 

46 diesem Fustorisprotein fretsetzt. Die Erfindung betrrfft auBerdem DNA-Sequenzen, die fQr die Verbindung 
der Formel I codieren, Genstrukturen oder Plasmide, die diese DHA errthalten, Sowie Wirtszelren. insbeson- 
dere Bakterien wie E. coli- oder Hefezellen, vor altem Hefen der Art Saccharomyces cerevisiae, die solche 
Genstrukturen oder Plasmide errthalten. Die Erfindung bezieht sich werterhin auf Fusionsproteine, die eine 
Verbindung der Formel I errthalten, vorzugsweise Fusionsproteine, in denen die Verbindung der Formel I 

so Uber das BrUckenglied 

- Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

an den "Ballastanteir des Fuskmsproteins gebunden ist 
65 Wertere bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung werden im folgenden naher erlautert. 

Die Frguren drenen zur ErtMuterung der Besspiele, wobei Rg. 1 (und deren Fortsetzung in Fig. 1a und 
lb) die Kon8trukfaon der E. colhExpressionsvektoren plK10 und pSW3 und Fig. 2 (und deren Fortsetzung in 
Fig. 2a und 2b) die des Hefe-Expressjonsvektors pafB102 bzw. pafB104 zeigt Diese Vektoren codieren fUr 
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MinhProinsulin. 

Es wurde gefunden, daB das Mini-Proinsulin die korrekte Paltung aufweist so daB nach Spaltung mil 
Trypsin fast quantitativ Mono-Arg-lnsulin entsteht Es ergibt sich also ein Qberraschend einfaches Verfahren 
zur Herstellung von Mono-Arg-lnsulin. Aus diesem kann in an sich bekannter Weise Humaninsulin herge- 

5 stellt werden. Werterhin dient Mono-Arg-lnsulin als Wirkstoff in Arzneimrtteln (EP-B 0 132 769). 

In der EP-A 0 229 998 wurde der Expressionsvektor pK50 beschrieben. Mint-Proinsulin kann in Form 
eines Fuskxisproteins entsprechend dieser Konstruktion in einem Bakterium wie E. coli hergesteltt werden. 

Das schwerlBsliche Fusionsprotein kann durch Waschen mrt neutralen Pufferiosungen angereichert 
werden. Durch Halogencyanspaltung (E. Gross und B. Wittkop, J. Am. Chem. Soc. 82 (1961) 1510 - 1517) 

10 wird das Mini-Proinsulin freigesetzt Dieses liegt noch nicht in der biologisch aktiven Form vor, sondem 
besteht aus einer uneinhettiichen Mischung mH verschiedenen inter- und intramoiekularen DisuifidbrUcken, 
eventuell auch mit anderen Proteinfragmenten. Als chemisch einheitiiches, relativ stabiles Derivat stellt man 
die S-SuHbnat-Form des MolekQIs her (P. G. Katsoyannis et al.. Biochemistry 6 (1967) 2635 - 2641). Dieses 
Derivat IMBt sich sehr gut durch lonenau s tausch-C h romatog r aph i e reinigen und tst ein bewShrtes Ausgangs- 

15 material fOr die Fattung in die native Raumstruktur unter Ausbildung der korrekten DisuifidbrUcken (Y. C. Du 
et aJ. ( Sci. Sin. 15 (1965) 229 - 236; H. P. Gattner et al., Hoppe-Seylers Z. physioi. Chem. 362 (1981) 1943- 
1049; B. H. Frank et al. in: "Peptides: Synthesis-Structure-Function \ D. H. Rich und E. Gross, Hrsg., (1981) 
1043 - 1049). Der Erfolg dieser Fattung wird durch H PLC- Analyse der nach Spaltung mH S. aureus- Protease 
V8 entstehenden Fragmente abgestchert (J. Grau, Diabetes 34 (1985) 1174- 1180). 

20 Die Freisetzung von Mono-Arg-lnsulin bzw. Insulin durch Einwirkung von Trypsin bzw. Carboxy peptida- 
se B bzw. durch gleichwirkende Enzyme (W. Kemmler et al., J. Biol. Chem. 246 (1971) 2780 - 2795) 
vedMuft ausgesprochen unkompliziert. denn es erweist ich sich hier als besonders vorteilhaft, daB die Zahl 
m&glicher Spaltstellen gegenQber dem normalen Proinsulin reduziert tst. Dadurch ist die Spaltung erheblich 
etnfacher (im Hinblick auf die Bildung von Nebenprodukten wie bei der Herstellung von Des-B30-lnsuiin 

25 Oder Desocta-B23-B30-lnsulin) zu steuem. Sowohl Mono-Arg-lnsulin als auch Insulin lessen sich in bekann- 
ter Weise durch lonenaustausch-Chromatographie in hochreiner Form isolieren. Die Bildung des Insulins 
und des Mono-Arg-Derivales, der Vertauf der Reinigung und die Qualrtfit des Endproduktes werden mH 
Ublichen RP-HPLC- Verfahren (G. Setpke et al., Angew. Chem. 98 (1986) 530 - 548) UberprOft. 

Uberraschenderwetse kommt es bei der Spaltung von Mini-Proinsulin im Gegensatz zu natOrtichem 

30 Proinsulin kaum zur Bildung von lnsulin-Des-B30. Da sich letzteres nur sehr schwer von Insulin trennen ISSt, 
wird bei der Insulingewinnung aus natOrtichem Proinsulin die "Zwertopfreaktion" bevorzugt, d. h. die 
Hauptprodukte der tryptischen Spaltung, Inaulin-Arg^-Arg 832 und Mono-Arg-lnsulin, werden zunSchst Qber 
lonenaustauscher in bekannter Weise von Insulin- Des-B30 getrennt und anschlieSend mittels Carboxypeptt- 
dase B zu Humaninsulin gespalten (EP-B 0 195 691). Dagegen IMBt sich das Mini-Proinsulin in idealer 

35 Weise in einer "Drrtopfreaktion" unter gleichzeitiger Verwendung von Trypsin und Carboxy peptidase B bzw. 
mittels gleichwirkender Enzyme zu Humaninsulin umwandeln. 

Die Expression der Verbindung der Formel I in Hefe mH anschliefiender Sekretion ist besonders 
vorteilhaft, da das korrekt gefaftete Proinsulinderivat direkt zu isolieren ist Als Wirtssysteme wfihH man 
Helen, wie ste beispielsweise in der EP-A 0 248 227 aufgefUhrt sind, so z. B. Pichia pastorts, Hansenula 

40 poly morphia, Schizosaccharomyces pom be oder bevorzugt Saccharomyces cerevtsiae. 

Vektoren fQr die Expression in Hefen sind in grofler Zahl bekannt. Die Herstellung des erfindungsgem&- 
Ben Insulinderivats wird im folgenden an hand des Hefe-o-Faktorsy stems beschrieben, was jedoch nur als 
beisptelhaft zu verstehen ist, da in an sich bekannter Weise auch andere Expressionssysteme eingesetzt 
werden k5nnen. 

45 Die Struktur des Hefe-Pheromongens MFa ist bekannt aus der Publication Kurjan und Herskovrtz, Cell 
30 (1982) 933 - 943, wo auch die M&giichkeH der Expression anderer Gene und die Sekretion der 
Genprodukte diskutiert wird. DiesbezQglich kann auch auf Brake et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 
(1984), 4642 - 4646, verwiesen werden. 

Alternativ kann ein Hefe-"Killertoxin"-System verwendet werden, Oder die Sekretion Uber das System 
so der sauren Phosphatase Oder der Invertase ausgenutzt werden. 

Als Hefe vektoren werden vorteilhaft sogenannte "shuttfe'-Vektoren verwendet, die einen baktertellen 
Plasmid- und einen Hefeplasmid-Replikationsursprung sowie ein Gen Oder Gene zur Selektion in beiden 
Wirtssystemen aufweisen. Femer enthalten solche Vektoren die zur Expression fremder Gene notwendigen 
Promotorsequenzen und gegebenenfalls zur Verbesserung der Ausbeute eine Terminatorsequenz, so dafl 
55 das heterologe Gen - zweckmdfiig fusioniert an sekretorische Signale - zwischen Promoter und Terminator 
angeordnet ist. Solche Vektoren sind beispielsweise in der US-A 4 766 073 beschrieben. 

Der genetische Code ist bekanmiich "entartet", d. h. daB nur fUr zwei AminosSuren etne einzige 
NuMeotidsequenz codierl, wdhrend den restlichen 18 codierbaren AminosMuren zwei bis sechs Tripietts 
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zuzuordnen »nd. FQr die Syrrthese des Gens fUr das Mini-Proinsulin steht somrt eine groBe Vietfart von 
Codon- Kom b i nationen zur Auswahl. Es wurde nun gefunden. dafi die fUr Mini-Proinsuiin codierende DNA- 
Sequenz I (die im Anhang in Form der betden Genfragmente IK I (Tabelle 1) und IK II (Tabelle 2) 
wtedergegeben tst) besonders vorteilhaft ist da sie auf den Codongebrauch sowohl von Hefe aJs auch von 
5 E. coli optimiert ist 

Am 5'-Ende des codierenden Stranges der DNA-Sequenz I befindel sich eine "uberhgngende" DNA- 
Sequenz, entsprechend der Restriktionsendonuklease Kpnl. Am 3^-Ende des codierenden Stranges ist 
dagegen die einzelstrangige Sequenz entsprechend dem Restriktionsenzym Hindltl UberfiSngend. Diese 
beiden unterschiedlichen Erkennungssequenzen gewfihrieisten die insertion der DNA-Sequenz i in Plasmide 

10 in der gewUnschten Orientierung. Der codierenden Sequenz fblgen auf das Triplett Nr. 65 fQr Asparagin 
zwei Translations-Terminationscodons (Stop-Codons). Eine interne singulars Schnittstelle fQr das Restrik- 
tionsenzym Pstl (Codon 41/42) ermdglicrit die Subklonierung zweier Genfragmente, die in gut untersuchte 
Plasmide wie pUC18 Oder Derivate dieser Plasmide eingebaut werden kSnnen. 

Zusdtzlich wurden innerhalb des Strukturgens eine Reihe von werteren singulMren Erkennungssequeo- 

15 zen fQr Restriktionsenzyrne eingebaut die einerserts einen Zugang zu Teilsequenzen des Proinsulins 
schaffen und andererseits die DurchfQhrung von Mutationen ertauben: 



20 



Restriktionsenzym 


Schnrtt nach NukJeotkJ Nr. 
(codierender Strang) 


ACCl 


201 


Drain 


46 


FnuDII 


107 


Hgal 


105 


HindHI 


213 


Hinfl 


17 


HpaJ 


22 


Hphl 


76 


Mael 


155 


Maeiil 


191 


Mboll 


89 


Mlul 


108 


Ncol 


207 


Nlalll 


208 


Pvull 


175 


Sail 


201 


Spel 


154 


Styl 


207 


Taql 


202 



Die DNA-Sequenz I wurde In wesentlichen Punkten von der natQrllchen Sequenz abgefindert Dadurch 
war die BnfUhrung der zahlreichen slngulflren Schnrttstelten fUr Restrllctlonsenzyme mGgllch. 

Die DNA-Sequenz I ISftt sich aus insgesamt 6 Oligonukleotiden mlt einer Kettenlfinge von 47 bis 96 
NuWeotideinherten aufbauen. Dabei verfShrt man wie nachfolgend beschrieben. 

Das Genfragment IK I (Tabelle 1) Ififit sich aus 4 Oligonukleotiden mrt einer Kettenlfinge von 47 bis 74 
Bnhetten aufbauen, Indem diese zunfichst chemlsch synthetlsiert und dann Qber "sticky ends" von 3 
Nukleotiden enzymatisch verknOfl werden. Die sticky ends entsprechen denen des Restrikttonsenzyms 
Dralll, was fur spktere Modifikationen von Vorteil ist. 

Das Genfragment IK II (Tabelle 2) ist aus zwei chemlsch synthetisierten Oligonukleotiden mrt einer 
Unge von 88 und 96 NukJeotktelnheiten zu erhalten. 

Beispieil 

a) Chemteche Syrrthese eines einzelstrgnglgen OllgonuWeotids 

Am Belspiei des CHIgonuWeotids Nr. 4 (Tabelle 1) wird die Synthese der DNA-Bausteine ertfiutert. FUr 
die Festphasensynthese wtrd das am 3'-Ende stehende NuWeoskJ, 1m vorilegenden Faile also Adenln 
(NuMeotid Nr. 125), Qber die y-Hydroxyfunktion kovaJent an einen TrSger gebunden verwendet. TrSgerma- 



4 



EP 0 347 781 B1 



terial ist mH langkettigen AminoaJkylresten funktionalisiertes CPG ("Controlled Pore Glass"). 

In den foJgenden Syntheseschritten wird die Basenkomponente als 5 / -ODimettioxytritylnucleosid-3'- 
phosphorigsMure-^-cyanoethylester-dialkylamid eingesetzt, wobei das Adenin als hf-Benzoyl-Verbindung, 
das Cytosin als N 4 - Benzoyl Verb indung, das Guanin als N^lsobutyryl-Verbindung und das Thy m in ohne 
s Schutzgruppe vortiegen. 

25 mg des polymeren Tragers, der 0,2 umol 5 / -0-Dimethoxytrityl-N 4 '-Benzoyh2'-desoxyadenosin ge- 
bunden errthaH, werden nacheinander mit folgenden Agentien behandett: 

A) Acetonitril 

B) 3 % TrichloressigsSure in Dichlormethan 
io C) Acetonrtril 

D) 5 umol des entsprechenden Nukleosid-3'-0-phosphits und 25 umol Tetrazol in 0,15 ml wass8rfreiem 
Acetonitril 

E) Acetonitril 

F) 20 % Acetanhydrid in Tetrahydrofuran mit 40 % LutkJin und 10 % Dimethylaminopyiidin 
is G) Acetonitril 

H) 3 % Jod in Lutidin/Wasser/T etrahydrofuran im Vdumenverhaitnis 5:4:1 
Unter "Phosphrt" wird hierbei der ?-Desoxyribose-3'HTK>no-phosphorigsaure-m^ ver- 
standen, wobei die dritte Valenz durch einen Diisopropylaminorest abgesSttigt ist. Die Ausbeuten der 
einzelnen Syntheseschritte konnen jeweils nach der Detritylierungsreaktion B) spektrophotomethsch durch 
20 Messung der Absorption des Dimethoxytritylkattons bei der Welteniange von 496 nm bestimmt werden. 

Nach abgeschlossener Synthese erfoigt die Abspaltung der Dimethoxytritylgruppe wie in A) bis C) 
beschrieben. Durch die Behandlung mH Ammoniak wird das CHigonukteotid vom Triger gespalten und 
zugieich werden die 0-Cyanoethylgruppen eliminiert. Eine 16-stUndige Behandlung der Oligomeren mit 
konzentriertem Ammoniak bei 50* C spaHet die Aminoschutzgruppen der Basen quantitativ ab. Das so 
25 erhattene Rohprodukt wird durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese gereinigt 

In analoger Weise werden audi die Oligonukteotide 1 - 3 (Tabelle 1), 5 und 6 (Tabelle 2) hergestelK. 

b) Enzymatische VerknQpfung der einzetetringigen Oligonukteotide 

30 Zur enzymatischen Pftosphorylierung der Oligonukteotide am 5-Terminus werden je 1 umol der 
Oligonukteotide 1 und 4 mit 5 umol Adenostntriphosphat mit vier Einherten T4 PolynuUeotid-Kinase in 20 ul 
50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,6), 10 mM Magnesiumchlorid und 10 mM Drthkrttireitoi (DTT) 30 Minuten bei 
37 -C behandeit Das Enzym wird durch fUnfminQtges ErhHzen auf 95 *C desaktiviert. Die Oligonukteotide 2 
und 3, welche die "QberhSngenden" einzelstrSngigen Sequenzen bilden, werden nicht phosphoryiiert Dies 

as vemindetl bet der nachfolgenden Ligation die Ausbildung grSBerer Genfragmente. 

Die Oligonukleotide 1 bis 4 werden wie folgt ligiert: Je 1 umol der Oligonukleotide 1 und 2 bzw. 3 und 4 
werden paarwetse hybridisiert, indem diese in jeweils 20 ul 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,6), 10 mM 
MagnesiumchlorkJ und 10 mM DTT gettst werden, diese Lttsung 5 Minuten auf 95* C erhHzt und binnen 2 
Stunden auf Raumtemperatur abgekUhtt wird. Dabei werden die Oligonukleotide 1 und 4 in Form ihrer 5'- 

40 Phosphate eingesetzt. Zur werteren VerknUpfung der gebiWeten bthelikaten DNA-Fragmerrte werden die 
L&sungen derselben veretnigt, 15 Minuten auf 60* C erwirmt und auf Raumtemperatur abgekUhlt Dann 
setzt man 2 ul 0,1 M DTT, 16 ul 2,5 mM Adenosintriphosphat (pH 7) sowie 1 ul T4 DNA-Ligase (400 units) 
zu und inkubiert 16 Stunden bei 22* C. 

Die Reinigung der so erhattenen Genfragmente (Tabeilen 1 und 2) erfoigt durch Gelelektrophorese auf 

45 etnem 10 %igen Polyacrylamidgel (ohne Hamstoffzusatz, 40 x 20 x 0,1 cm), wobei als Markersubstanz 
0X174 DNA (Fa. BRL), geschnitten mH Hirrfl. Oder pBR322, geschnitten mH Haelll, dient. 

Belsplal 2 

bo a)Kk>nierung der synthetisierten DNA-Fragmerrte 

Das handeteflbliche Plasmtd pUC19 wird mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Pstl geoffnet und das 
groBe Fragment (1) Uber ein 0,8 %iges v Seaplaque tt -Gel abgetrennt Dieses Fragment wird mit der 
syrrthetischen DNA (2) gem£B Tabelle 1 mH T4 DNA-Ligase umgesetzt und das Ligationsgemisch mH 
55 kompetenten E. coll 79/02- Ze lien inkubiert. Das Transformationsgemisch wird auf IPTG/Xgal-Platlen, die 20 
mg/l Ampicillin enthalten, ausplattiert Aus den weiBen Kolonien wird die Plasmid-DNA isoliert und durch 
Restriktions- und DNA-Sequenzanalyse charakterisiert, Die gewOnschten Plasmide erhalten die Bezeich- 
nung plK1. 
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Entsprechend wird die DNA (5) nach Tabelle 2 in pUC19 ligiert das mrt PstJ und Hindlll geSffnet wurde 
(4). Man erhStt das Plasmid plK2 (6). 

b) Konstruktion des Mini-Proinsultn-Gens 

5 

Aus den Plasmiden plK1 (3) und plK2 (6) warden die DNA-Sequenzen (2) und (5) gemafl Tabelle 1 und 
2 reisoltert und mit pUC19 ligiert das mit Kpnl und Hindlll geSffnet wurde (7). Man erhdlt so das Plasmid 
plK3 (8), das fUr eine modifizierte Humaninsulinsequenz codiert 

Das Plasmid plK3 (8) wird mit Mlul und Spel getfffnet und das groBe Fragment (9) isoliert Dieses wird 
w mit der DNA-Sequenz (10) 

B30 Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 

(Thr)(Arg) G1y He Val Glu Gin Cys Cys (Thr)(Ser) (10) 

5* CG CGT GGT ATC GTT GAA CAA TGT TGT A 3' 

3' A CCA TAG CAA CTT GTT ACA ACA TGA TC 5* 

(Mlul) (Spel) 

20 



15 



ligiert die das letzte Codon der B-Kette (530) urn ein Arginin-Codon erginzt und die herausgeschnfttenen 
Codons fUr die ersten 7 Aminosfluren der A-Kette ersetzt und die Codons NQr die AminosMuren 8 und 9 
dieser Kette ergSnzt. 

25 Man erhSrt so das Plasmid plK4 (11), das fOr das erfindungsgemSBe Human-MinhProinsulin codiert. 



c) Expressionsvektoren fOr Mini-Proinsulin 



pIKfc 

30 

Das aus der EP-A 0 229 998 bekannte Plasmid pK50 (12) (dort Betspiel 3; Rgur 3 (33)) wird mit EcoRl 
und Hindlll gespalten. Bekte Fragments (13) und (14) warden isoliert. Das kleine Fragment (14) mit der IL-2- 
Teiisequenz wird mit Mlul nachgespalten und die IL-2-TeiIsequenz (15) isoliert 

Das Plasmid plK4 (11) wird mit EcoRl und Hpal gespalten und das groBe Fragment (16) isoliert. Dieses 
36 wird nun mit der IL-2-Teilsequenz (15) und der syrrthetiscrten DNA (17) 

















B l 


B 2 






Net 


He 


Glu 


Gly 


Arg 


Phe 


Val 


5' 


CG CGT 


ATG 


ATT 


GAG 


GGC 


CGT 


TTC 


GTT 


3' 


A 

(Mlul) 


TAC 


TAA 


CTC 


CCG 


GCA 


AAG 


CAA 
(Hpal) 



45 



ligiert, wobei man das Plasmid pIKS (18) erh&R. Dieses codiert fQr ein Fusionsprotein, in dern auf die ersten 
38 AminosMuren des IL-2 ein BrOcfcenglied Met-lle-Glu-Gly-Arg und hierauf die AminosSuresequenz des 
Mini-Proinsulin folgen. 

so Aus dem Plasmid pIKB (18) wird das EcoRI-Hindlll-Fragment (19) herausgeschnitten, das fUr das 
genannte Fusionsprotein codiert Dieses Fragment wird mit dem groBen Fragment (13) ligiert das bei der 
SpaJtung von pK50 ertialten wurde. Man erhiH so den Expressionsvektor plK10 (20), der fUr das vorstehend 
charakterisierte Fusionsprotein codiert. 



66 pSW3: 



Entfemt man aus dem Vektor plK10 (20) das NdehBstEII-Segment das die "bom site" einschlieSt, so 
erhSH man einen Vektor, der in h5herer Kopienzafil in der Zelle vortiegt und - wegen der fehlenden "bom 
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site 1 * durch konjugative Plasm id e nicht mehr mobilisterbar ist. 

Hierzu wird der Vektor plK10 (20) mil BstEII und Ndel geschnrtten, die DNA mit Ethanol getillt in DNA- 
Polymerase- Puffer QberfUhrt und einer Klenow-Polymerasereaktion unterworfen. Die so entstandenen 
stumpfendigen DNA-Fragmente werden getelektrophoretisch aufgetrenrrt und das grdBere Fragment (21) 
5 isoliert Durch Ligierung erhaft man den Vektor pSW3 (22). Nach Transformation von kompetenten E. colh 
Mc1061-Zellen und Amplifikation wird das Plasmid pSW3 (22) isoliert und charakteristert. 

Betspiel 3: Expression in dem Stamm E. coli W3110 

10 Bne Obernachtkultur aus E. coli-Zellen, die das Plasmid plK10 (20) Oder pSW3 (22) entftalten, wird mit 
LB-Medium (J. H. Miller, Experiments in Molecular Genetics, Gold Spring Harbor Laboratory, 1972). das 50 
ag/ml Ampicillin enthMtt im Verhaltnis von etwa 1:100 verdUnnt und das Wachstum Uber OOMessung 
verfolgt. Bei OD = 0,5 wird die Kultur auf 1 mM IPTG eingestellt und die Bakterien nach 150 bis 180 
Minuten abzentrifugiert. Die Bakterien werden 5 Minuten in einer Puffermischung (7 M Hamstoff, 0,1 % 

is SDS, 0,1 M Natriumphosphat pH 7,0) gekocht und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatte aufgetra- 
gen. Nach gelelektrophoretischer Analyse wird im Bereich von ca. 10 Kd eine zusStzliche Bande beobach- 
tet, die dem erwarteten Fusionsprotein entspricht. Diese Bande reagiert im "Western Blof-Experiment mit 
gegen Insulin gericrrteten Antikfirpem. 

SchlieBt man die Zellen unter Druck auf und zentrifugiert ansch lie Bend den Aufschlufi ab, so wird das 

20 Fustonsprotein im Sediment neben anderen unldslichen Zeilbestandteilen gefunden. 

Die angegebenen Induktionsbedingungen gerten fQr SchUtteikurturen; bei groBeren Fermentationen ist 
die Wahl anderer Medien und Bedingungen, z. B. zur Erzielung verinderter O.D.-Werte, zweckmSBig, 

Beispiel 4: 

25 

a) Herstellung von Mono-Arg-lnsulin 

40 g des durch Zentrifugation und Wascnen mit Phosphatpuffer (pH 7) bzw. Wasser angereicherten 
Fustonsproteins (Trockensubstanzgehalt ca. 25 %) werden in 75 ml 98 - 100 %rger PhosphorsSure gel5st 

30 und mit 5 g BrCN versetzt. Nach 6-stUndiger Reaktion bei Raumtemperatur wird das Gemisch mit 2 1 
Wasser versetzt und gefriergetrocknet 

Das Fragmentgemisch (10 g) wird in 1 I Puffert6sung (8 M Hamstoff, 0,2 M Tris-HO (pH 8,5)) geidst, 
auf 30* C erwirmt und mit 10 g Natriumsurfit und 2,5 g Natriumtetrathionat versetzt. Nach 90 Minuten bei 
30 *C gibt man 3 I kaltes Wasser zu und stem den pH-Wert auf 7,0 ein. Die entstehende Flockung wird 

3s abzentrifugiert Das Hexa-S-Sulfonat des Mini-Proinsulins wird aus dem Oberstand durch pH-Einstellung auf 
3,5 ausgef&IH. Nach 15 Stunden Inkubation bei +4*C wird zentrifugiert Der Niederschlag wird mit 200 ml 
Wasser gewaschen und gefriergetrocknet. Man erttait 4,8 g eines Substanzgemisches, in dem durch RP- 
HPLC ein Mini-Proinsulinanteil von 900 mg bestimmt wird. Die Anretcherung des S-Sulfonats erfo*gt in 2 
Stufen: 

40 1 . AnionenaustauscrH^hromatographie Uber eine 5 x 60 cm-Sdule mit OFractogel TSK DEAE-650 M in 3 
M Hamstoff; 0,05 M Tris-HCI (pH 8,3). Die Qution wird mit einem Gradienten von 0,05 - 0,5 M Nad (je 6 
I) vorgenommen. Nach Analyse des Busts durch isoelektrische Fokussierung filtt man das Produkt aus 
den veretnigten Fraktionen durch VerdQnnung auf 1 M Hamstoff und pH-Einstellung auf 33 aus. 
2. Erttfemung von hoch- und niedenmolekularen Verunretnigungen durch GeKiftration Uber ®Sephacryl 
as S200 in 3 M Hamstoff; 0,05 M Tris-HCI; 0,05 M NaCI (pH 8,3). Analyse der Fraktionen und tsolterung des 
Produktes werden wie im vorhergehenden Schritt durchgefOhrt Das Prdzipitat wird mit 20 ml Wasser 
gewaschen und gefriergetrocknet Man erh§H 1,10 g des auf 69 % Reinheit angereicherten Produkts. 
Zur Faltung und DisuffidbrUckenbildung wird das S-Suifonat in 50 ml 6 M Hamstoff; 0,02 M Tris-HCI bei 
pH 8,6 gelttst. Nach Zusatz einiger Tropfen Octanol wird 15 Minuten tang nachgereinigter Stickstoff 
so eingeleitet Durch Zugabe von 1,1 ml (16 mMol) 2-Mercaptoethanol erfolgt innerhalb 1 Stunde bei 
Raumtemperatur die vollstandige Reduktion. Die Ldsung wird auf eine ®Sephadex G25-SSule (5 x 60 cm) 
aufgetragen und mit 0,05 M Glycin/NaOH (pH 10,6) eluiert. Die Proteinfraktion in 300 ml des Glycinpuffers 
wird nach Kontrolle und eventueller Korrektur des pH-Wertes (10,6) 2 Tage bei 4*C aufbewahrt. Danach 
wird der pH-Wert auf 6,8 eingestellt und die Lfisung mit 1 mg (3,5 U) Trypsin (Merck, mK L-1-p- 
55 Tosylamino-2-phenylethyl-chlormethylketon (TPCK) behandeft) bei Raumtemperatur fUr 4 Stunden inkubiert. 
AnschlieBend wird der pH-Wert auf 3,5 eingestellt die Ldsung mit 1 mg Trypsin-lnhibrtor aus Sojabohne 
(Sigma) und 3 ml 10 % ZnCfe versetzt und wieder auf pH Bfi zurUckgestellt Der entstandene Niederschlag 
wird durch Zentrifugation abgetrennt. Er enthSIt Qberwiegend Mono-Arg-lnsulin, das durch lonenaustausch- 
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Chromatographic an S-Sepharose® (2,5 x 40 cm) in einem Puffer aus 50 mM Milchsaure, 30 % Isopropanol 
(pH 3,5) gereinigt wird. Die Bution erfolgt mitlels eines Gradienten von 0,05 - 0,50 M Nad (js 1 I)- Das 
Eluat wird durch HPLC analysieit aus den produkthaitigen Fraktionen lilrt man das Mono-Arg-lnsulin nach 
1;1-VerdUnnung mit hfcO durch Zusatz von 10 ml 10 % ZnCfe pro 1 I und pH-Enstetlung auf 6,8 aus. Die 
s durch Zentrifugation abgetrennte Ftllung wird aus einem Puffer aus 1 g/l Phenol, 10,5 g/l Citronensiure und 
200 mg/l ZnCfe bei pH 6 kristallisiefl. Man erhart nach Gefhertrocknung der mil etwas Wasser gewaschenen 
Kristalte 390 mg Mono-Arg-lnsulin in Qber 90 % Reinhert. 

Beispiel 5: 

10 

Hersteilung von Insulin 

200 mg Mono-Arg-lnsulin (s. Beispiel 4) werden in 100 ml 0,05 M Tris-HCI <pH 8,5) gelBst. Dann wird 1 
U (ca. 4 ug) Carboxy peptidase B zugesetzt und die Ldsung bei Raumtemperatur schwach gerUhrt. Nach 3 

15 Stunden wird das Human insulin durch Ansauem auf pH 3,5 und Zugabe von 1 ml 10 % ZnCfe bei pH 5,5 
kristaJlisiert. Man erhalt 200 mg kristallines Insulin mit einer Reinhert von mehr als 85 %. Dieses Material 
wird einer Reinigung durch lonenaustauscher-Chromatographie an einer SSule mit Fractogel TSK-DEAE-650 
M (2,5 x 40 cm) in 0,1 % ftLutensoJ ON 100 (BASF AG; Qxethylat eines linearen, gesSttigten Fettaikohols 
von im wesentlichen 12 C-Atomen); 0,05 M Tris-HCI (pH 8,3) urrterzogen, wobei die Bution mit einem 

20 Gradienten von 0 - 0,4 M NaCI Qe 1 I) erfolgt Aus den mrtteis HPLC kJentifiaerten produkthaitigen 
Fraktionen wird das Insulin nach Zusatz von 10 ml 10 % ZnCh und 1 ml 10 % CftronensSure bei pH 5,5 
kristallisiefl. Nach langsamem RQhren Uber Nacht wird zentrifugiert und das erhaKene Sediment aus 20 ml 
eines Puffers aus 5 g/l CrtronensSure, 125 ml/l Aceton und 200 mg/1 ZnCfe bei pH 5,5 umkristallisiert Man 
erhait 160 mg Insulin mit einer Reinhert von mehr sis 95 %. 

25 

Hersteilung von Insulin aus Mono-Arg-lnsulin durch kombinierten Einsatz von Trypsin und Carboxy peptidase 
B 

30 

5 mg Mono-Arg-lnsulin werden in 20 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0) geldst und auf 30* C erwSrmt Es 
werden gleichzettig 2,5 ul Trypsinltisung (1 U/ml) und 150 ul Carboxy peptidase B-Ldsung (1 U/ml) 
zugegeben. Nach 3 Stunden wird die Ldsung auf pH 3,5 eingestelrt und 2,5 ul Trypsininhibitorl&sung (1 
U/ml) sowie 200 ul 10 %ige ZnCfe-LBsung zugegeben. Das Humaninsulin wird durch Einstellen auf pH 63 
3S ausgefSIK, abzerrtrifugiert und wie in Beispiel 5 kristallisierl. Das kristalltsierte Insulin hat eine Reinhert > 95 
%. 

Beispiel 7: Konstruktion eines Hefe-Expressionsvektors 

40 ZunSchst wird die DNA-Sequenz (23) (Tabeile 3) nach dem Phosphitverfahren synthetistert. CHese DNA- 
Sequenz (23) codiert fljr die Aminosduren 49 bis 80 dee MFarVod9uferproteins und entspricht im 
wesentlichen der natQrtichen DNA-Sequenz. 

Die DNA-Sequenz (23) wird zunSchst als Sonde zur Isolierung des Gens fOr den cr-Faktor verwendet 
und hierzu mH markiert Mit Hilfe dieoer Sonde wird aus einer genomischen Xgt11-Hefegenbank (wie ste 

45 inzwischen handelsOblich und z. B. bei Ctontech Laboratories Inc., 4055 Fabian Way, Palo Alto, CA94303 
erhiHIich sind) isoitert. Dazu werden XgtH-Phagen, die das o-Faktorgen tragen, in einem Plaque-Hybridisie- 
rungsexperiment identrflziert Phagen aus als posrtiv identifizierten Plaques werden isoliert, vermehrt und die 
DNA gewonnen. Diese wird mit EcoRI gespalten und auf einem 0,8 %-igen Agarosegel analysiert Nach 
einem "Southern transfer-Experiment wird die Membran gegen die ^P-markierte DNA-Sequenz (23) 

60 hybridisiert Phagen-DNA, die ein ca. 1,75 kb-Fragment (24) aufweist, das gegen die DNA-Sequenz (23) 
hybridisiert wird erneul mit dem Enzym gespalten und das entsprechende Fragment (24) isoliert. Der 
Vektor pUC 19 wird mit EcoRI ge6ffnet (25) und mit dem 1,75 kb-Fragment (24) mit T4-Ugase umgesetzt. 
Man erhSrt den Klonierungsvektor (26). 

MH dem Ligationsgemisch wird der Stamm E. coli 79/02 transformiert WeiBe Kolonien werden isoliert, 

55 hieraus die Plasmid-DNA gewonnen und PlasmkJe (26), die das 1,75 kb-EcoRi-Fragment ertthalten, 
identrflziert 

Die natGrtiche DNA-Sequenz des VorlMuferproteins fUr MFa errth§H im Bereich der Aminos&uren 8 bis 
10 eine Pstl-SchnHtstelle und im Bereich der Aminosduren 48/49 eine TaqhSchnittstelle. Aus der isotierten 
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Plasm id-DNA (26) wird nun durch Umsetzung mit PstI und Taql das Fragment (27) isoliert, das fQr die 
Aminos&uren 9 bis 48 der MFa-Vort&ufersequenz codiert Der Vektor pUC18 wird mit PstI und Kpnl 
gedffnet (28) und mit dem Pstt-Taql-Fragment (27) sowie mit der synthetischen DNA-Sequenz (23) mit Hiffe 
von T4~Ligase umgesetzt Mit dem Ligationsgemtsch wird E. coli 79/02 transformiert Das Transformations- 
s gemisch wird auf IPTG-XgaJ-Ap-Platten ausplattiert. WeiBe Kotonien werden isoliert und die Plasmid-DNA 
dieser Klone durch Restriktionsanalyse charakterisiert Man erhilt so den Klonierungsvektor (29), der fQr die 
Aminosauren 8 bis 80 der MFo-Vorlaufersequenz codiert. 

Aus dem Klonierungsvektor (29) wird durch Umsetzung mit PstI und Kpnl die genannte codierende 
Sequenz (30) ausgeschnitten und in die im folgenden beschriebene LJgierung eingebracht. Hierzu wird der 
w Klonierungsvektor (26) mit EcoRI und partial mit PstI umgesetzt und das die Codierungssequenz fUr die 
ersten 8 Aminosauren der MFa-VorlMufersequenz umfassende Fragment (31) isoliert Werterhin wird der 
Vektor pUC19 mit EcoRI und Kpnl geoffnet (32) und mit den beiden beschrieben en Fragmenten (30) und 
(31) ligiert, wobei der Klonierungsvektor (33) entsteht Dieser codiert fQr die gesamte Vorftufersequenz des 
MFa bis zur AminosSure 80. 
is Der Klonierungsvektor (33) wird mit Kpnl und Hindlll gedffnet und das grofle Fragment (34) isoliert. 
Dieses wird mit dem Kpnl-Hindlll-Fragment (35) aus dem Plasmid (11), das fUr das MinhProinsulin codiert, 
ligiert Man erhilt so das Plasmid piK20 (36), dessen Struktur durch Restriktionsanalyse bestfitigt wird. 

Das Plasmid Yep 13 (Broach et al., Gene 8 (1979) 121) wird mit Bam HI gedffnet und die Qberstehenden 
Enden mit Klenow-Polymerase aufgefQIlt (38). Die DNA wird mit Ethanol gefallt und mit alkalischer 
20 Rinderphosphatase behandeH. 

Aus dem Klonierungsvektor (36) wird mit Hindlll und EcoRI das fUr das Insulin-Derivat und die 
Vorl&ufersequenz des MFa codierende Fragment ausgeschnitten und die Uberstehenden Enden wie 
beschrieben aufgefQIlt (37). 

Die beiden stumpfendigen DNA-Sequenzen (37) und (38) werden mrteinander ligiert wobei die 
25 Plasmide pafB102 (39) und pafB104 (40) entstehen. Diese beiden Plasmide unterscheiden sich nur in der 
Orientierung des insertierten Fragmentes. 

Nie in der EP-A 0 171 024 beschrieben, kann hinter die insertierte Sequenz ein Terminator eingesetzt 
werden (Figuren 4 bis 6 der EP-A 0 171 024). HterfOr eignen sich die Ncoh und/oder die BamHI- 
Schnittstellen. 

30 Nach Amplifikation der Plasmid-DNA in E. coli MM294 wird das Plasmid pafB102 (39) in die Leucin- 
bedQrftigen HefesUimme Y79 (a,trp1-1,leu2-1) (Cantreil et al., Proc. Acad. Natl. Sci. USA 82 (1985) 6250) 
und DM6-6(a/a Ieu2-3,112::ura3 + /teu2;;lys2*, trp1"/trp1"", his3-11 v 15/his3-11. 15, ura3"/ura3" t Iys2~/lys2", 
arg4-17/arg4 + , ade1 _ /ade1 + ) (Maya Hanna, Dept Mol. Biol. Massachusetts General Hospital, Boston, USA) 
nach der LHhium-Methode von Ho, H. et al., J. Bacterid., 153 (1983) 163 transformiert. Kotonien, die auf 

35 selektivem Medium ohne Leucin-Zusaiz wachsen kdnnen. werden isoliert und vereinzeH. Hefe-Minimai medi- 
um wird mit den einzelnen Kolonien beimpft und 24 Stunden bei 28*C inkubiert Die Zelien werden 
abzentrifugiert und der Uberstand in einem RIA-Test auf InsulinaktivHSt QberprUft Aus HefeWonen, deren 
Uberstand Insulinaktivitfit zeigt wird die Plasmid-DNA retsoliert und durch Restriktionsanalyse charakteri- 
siert. Die transformierten HefestSmme werden fUr die folgende Expression eingesetzt. 

40 

Beispiel & Expression in Hefe 

10 ml Hefevollmedium wird mit Zellen, die aus einer frischen Obemachtkultur eines nach Beispiel 7 
erhaftenen Stammes aus selektivem Medium entnommen wurden, so beimpft. daB eine optische Dichte 
45 ODsoq = 0.1 erreicht wird. Die Kultur wird 8 Stunden bei 28*C geschQttett worauf 90 ml frisches Medium 
zugesetzt werden. AnschlieBend wird die Kultur fUr weitere 20 Stunden geschOttelt Die Zellen werden 
abzentrifugiert und die Insulinkonzentration im Uberstand bestimmt Die Bedingungen andern sich fUr 
groSere Fermentation, z. B. kann frisches Medium kontinuiertich zugesetzt werden. 

so Beispiel 9: Reinigung von Mono-Arg-lnsulin aus HefeQberstand 

Der Fermentations*] berstand wird Qber eine Adsorptionssdule mit einem porSsen Adsorberharz aus 
einem Copolymer von Styrol und Drvinylbenzol (® Diaion HP20) gegeben. Die SSule wurde zuvor mit einem 
20-50 mM Acetatpuffer (pH 5) Squilibriert. Nach Waschen mrt Tris-Puffer (pH 8) wird ein Isopropanolgia- 
55 dient (0 - 50 %) mit dem 10-fachen S&ulenvolumen angelegt InsulinhaWge Fraktionen werden auf pH 6 
eingestett, mit MATREX CELLUFINE AM (Fa. Am icon) versetzt gerQhrt und abgenutscht und mit 50 mM 
Acetatpuffer (pH 6) nachgewaschen. Die Waschfraktion und die Hauptfraktion werden veratnigt, mit 
MilchsSure auf pH 3.5 eingestelH und Qber eine S-SEPHAROSE-SMule, die mit 50 mM Milchsfiure (pH 5)/30 
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% Isopropanol fiquilibriert wurde, gegeben. 

Die Button erfolgt mrtteia eines 0 - 0,6 M NaCI-Gradienten. Mini-Proinsuiin eluiert im Beretch 0,25 - 0,3 

M. 

Die proinsulinhaJtigen Fraktionen werden auf 1/4 des Vdumens eingeengt und Uber eine Saule mit 
5 Biogei-P10 (Bio-Rad), aquilibriert in 6 % EsstgsSure (pH 2), gegeben. Das insulinhaltige Buat wird 
lyophilisiert und Uber einen prSparativen "reversed phase "-HPLOSchritt (RP1 8-Material, 0,1 % TFA, 
AcetonHrilgradient 20 - 40 %) gereinigt. Nach anschlieBender Gefriertrocknung wird in Tris-Puffer (pH 6,8) 
qe\Qst und mit 4 Bnheiten Trypsin pro Gramm Mono-Arg-Proinsulin bei Raumtemperatur 3 bis 5 Stunden 
inkubiert Der Reaktionsvertauf wird Qber "reversed-phase"-AnaJytik kontrolliert Es zeigt sich, dafi nahezu 
io quantitativ Mono-Arg-lnsulin entsteht. Am Ende der Reaktion wird ein pH-Wert von 3,5 eingestellt und die 
Reaktion durch Zugabe einer aquivalenten Menge Trypsininhibitor beendet. AnschlieBend wird eine Zink- 
chloridkonzentration von 0,21 gJ\ und ein pH-Wert von 6,8 eingestellt Man erhiH einen flockigen Nieder- 
schlag, der in Milchsaurepuffer geWst wird. Die Komponenten werden Uber S-SEPHAROSE-Chromatogra- 
phie voneinander getrennt. Fraktionen, die Mono-Arg-lnsulin enthaiten, werden vereinigt und mit Wasser im 
15 Verhartnis 1:1 gemischt. AnschlieBend wird die LSsung mit 10 ml 10 % ZnCfe pro 1 I versetzt Bei pH 63 
fSItt dann Mono-Arg-lnsulin aus, das dann in (fOr Insulin) bekannter Weise umkristallisiert wird. 

Beispiel 10: Herstellung von Humaninsulin 

20 Das nach Beispiel 9 dargestellte Mono-Arg-lnsulin dient als Ausgangssubstanz fOr die Carboxy peptida- 
se B-Spattung. Dazu wird das insulinderivat in Tris-Puffer (pH 8,5) gelflst und mit 5 Bnheiten Carboxypepti- 
dase B pro Gramm Mono-Arg-lnsulin versetzt Urrter schwachem RQhren bei Raumtemperatur wird die 
Reaktion Uber 3 Stunden durchgefUhrt. Dann wird wie in Beispiel 9 beschrieben mit ZnCfe gefSIH. 
Humaninsulin wird dann in bekannter Weise gereinigt (DE-B 2 629 568). 

25 
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Tabell 1: Genfragment IK I (2) 

Phe 

10 20 30 40 

♦ • • • 

< 2 

CT TTG GAC AAG AGA TTC GTT AAC CAA CAC TTG TGT GGT TCT CAC 
CAT GGA AAC CTG TTC TCT AAG CAA TTC GTT GTG AAC ACA CCA AGA GTG 

< 1 > 

(KpnX) Hpal 



50 60 70 SO 90 

■ * • • * 

< 4- 

TTG GTG GAA GCG TTG TAG TTG GTT TGT GGT GAG CGT GGT TTC TTC 
AAC CAC CTT CGC AAC ATG AAC CAA ACA CCA CTC GCA CCA AAG AAG 

< 3 

B 30 

Thr Arg Lys Gly S«r Leu 
100 110 120 
• • ■ 
.-> 

TAC ACT CCA AAG ACG CGT AAG GGT TCT CTG CA 
ATG TGA GOT TTC TGC GCA TTC CCA AGA G 

. > 

Mlul (P«tl) 
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Tab lie 2: G«nfragraent IK II (5) 
A 1 

5 Gin Lys Arg Gly 

130 140 150 160 

■ • • * 

» < 6 

0 AAG CGT OCT ATC CTT GAA CAA TOT TGT ACT ACT ATC TCT TCT 
AC OTC TTC CCA CCA TAG CAA CTT CTT ACA ACA TCA TCA TAG ACA AGA 

< - 5 

15 (PstI) Spel . 

A 21 

20 Aen 

170 180 190 200 210 

• • • • • 
> 

25 TTG TAC GAG CTG GAA AAC TAC TGT AAC TGA TAG TCG ACC CAT GGA 

AAC ATG GTC GAC CTT TTG ATC ACA TTG ACT ATC AGC TGG GTA CCT TCG A 

> 

(Hindlll! 

30 



45 



50 
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Tabelle 3: DNA-Sequenz (23) 

50 55 
5' C OAT GTT GCT CTT TTG CCA TTC TCC 
3* TA CAA CGA CAA AAC GCT AAG AGC 

(TaqI) 

60 65 
AAC ACT ACT AAT AAC CGT TTA TTG TTC 
TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG 

70 

ATT AAT ACT ACT ATT GCT AGC ATT GCT 
TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCG TAA CGA 

75 80 
GCT AAA GAA GAA GGG CTA C 3' 
CGA TTT CTT CTT CCC 5' 

(Kpnl) 

Patentanspruche 

PatentansprUchfl Ur fotgenda Vartragsstaatan : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

1. Verbindung der Formal I 
B(1-30)-Aro-A(1-21) (I). 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten. 

2. Verbindung der Forme) I zur Verwendung ale Heilmittel, insbesondere zur Behandlung des Diabetes 
mellitus. 

& Arzneimittel, enthaltend die Verbindung der Formel I. 

4. Arzneimittel aus einem pharmakologisch unbedenHichen Trager und der Verbindung der Formel I. 
6. Verwendung der Verbindung der Formel I zur Herstellung der Verbindung der Formel II 

S - S 
i l 
A(l - 21) 
I I 

S S (II), 

s s 

B(l - 30) - Arg 
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in der A(1-21) und B(1-30) die in Anspruch 1 genannte Bedeutung haben und die -S-S-BrOcken wie im 
Insulin angeordnet sind, Oder von Insulin, vorzugsweise in einer Bntopfreaktion, worin die Spaltung des 
Mini-Proinsulins der Formel (I) urrter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8) durch gefUhrt wird. 

s 6. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel I, dadurch gekennzeichnet, daB man eine fUr 
diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelle. vorzugsweise in einem Bakterium Oder in 
einer Hefe, exprimierl und, falls die Genstruktur fUr ein Fusionsprotein codiert, aus dem erhaltenen 
Fusionsprotein die Verbindung der Formel I freisetzt 

io 7. DNA, codierend fUr die Verbindungen der Formel I. 

a Genstruktur Oder Plasmtd, enthaltend die DNA nach Anspruch 7. 

9. Wirtszelle, vorzugsweise ein Bakterium Oder eine Hefe, enthaltend die Genstruktur Oder ein Plasmid 
is nach Anspruch a 

10. Fusionsprotein. enthaltend die Verbindung der Formel I, vorzugsweise Uber ein BrUckenglied 
- Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

20 

an den "BallastanteiP des Fusionsproteins gebunden. 
PatantansprUcha fUr folgendan Vertragastaat : ES 

26 1. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Fbrmel I 
B<1-30>Arg-A(1-21) (1), 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten, dadurch gekennzeichnet, 
ao daB man eine fUr diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem 
Bakterium Oder in einer Hefe, exprimiert und, falls die Genstruktur fQr ein Fusionsprotein codiert aus 
dem erhaltenen Fusionsprotein die Verbindung der Formel I freisetzt. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteins der Formel I gem&B Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB 
35 man ein nach Anspruch 1 erhfiltlfches Fusionsprotein enzymatisch spaltet und das Protein der Formel I 
isoltert. 

a Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel II 




(ID, 



<5 SB 

B(l - io) - Arg 

in der A(1-21) und B(1-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wie im 
60 Insulin angeordnet sind. dadurch gekennzeichnet, daB man das nach Anspruch 1 Oder 2 erhSttiiche 
Protein enzymatisch, urrter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8), vorzugsweise mit Trypsin, spaltet. 

4, Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnet, daB man das nach Anspruch 1 
oder 2 erh&ltiiches Protein mit Trypsin Oder einem analog wirkenden Enzym und mit Carboxy peptidase 
55 B oder einem analog wirkenden Enzym in einer Bntopfreaktion unter leicht sauren Bedingungen (pH = 
6^), spaltet. 
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5. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnet. dafl man nach Anspruch 1 ein 
Fusionsprotein herstellt dieses spaJtet, das Protein der Formel I isoliert, daraus enzymatisch die 
Verbindung der Formel II herstellt und aus dieser, entweder nach Zwischenisoli rung Oder vorzugswei- 
se direkt, unter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8), das C-terminale Arginin abspartet 

5 

6. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2. dadurch gekennzeichnet. dafl in dem Fusionsprotein das Protein 
der Formel I an den Ballastanteil Qber ein BrQckenglied der Forme! 

-Met-lle-Glu-Gly-Arg- 

10 

gebunden ist 

PatentansprUche tUr folgenden Yertragsstaat : QR 

15 1. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel I 
B<1-30>Arg-A(1-21) (I), 

in der B(1-30) und A(1-21) die B- bzw. A-Kette des Humaninsulins bedeuten, dadurch gekennzeichnet, 
20 dafl man eine fUr diese Verbindung codierende Genstruktur in einer Wirtszelle, vorzugsweise in einem 
Bakterium Oder in einer Hefe, exprimiert und, falls die Genstruktur fQr ein Fusionsprotein codiert, aus 
dem erhaitenen Fusionsprotein die Verbindung der Formel I freisetzt. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteins der Formel I gemfifl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl 
25 man ein nach Anspruch 1 erhSWiches Fusionsprotein enzymatisch spaitet und das Protein der Formel I 

isoliert. 

3. Verfahren zur Herstellung der Verbindung der Formel II 



30 



s - s 

A(i - k) 

S S (II) 

T \ 

B<1 - 30) - Arg 



in der A(1-21) und B(1-30) die vorstehend genannten Bedeutungen haben und die -S-S-BrQcken wie im 
40 Insulin angeordnet sind, dadurch gekennzeichnet. dafl man das nach Anspruch 1 Oder 2 erhawiche 
Protein enzymatisch, unter leicht sauren Bedingungen (pH = 6,8), vorzugsweise mit Trypsin, spaitet. 

4. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnet, dafl man das nach Anspruch 1 
oder 2 emflltiicries Protein mit Trypsin Oder einem analog wirkenden Enzym und mit Carboxy peptidase 

4s B Oder einem analog wirkenden Enzym in einer Qntopfreaktion unter leicht sauren Bedingungen (pH = 
6,8), spaitet. 

5. Verfahren zur Herstellung von Humaninsulin, dadurch gekennzeichnet, dafl man nach Anspruch 1 ein 
Fusionsprotein hersteltt dieses spaitet, das Protein der Formel I isoliert, daraus enzymatisch die 

50 Verbindung der Formel II herstellt und aus dieser, entweder nach Zwischenisolierung Oder vorzugswei- 
se direkt, unter leicht sauren Bedingungen (pH ■ 6,8), das Oterminale Arginin abspartet 

6. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet. dafl in dem Fusionsprotein das Protein 
der Formel I an den Ballastanteil Qber ein BrQckenglied der Formel 

55 

-Met-tle-Glu-Gly-Arg- 
gebunden tst 
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7. DMA, codierend fUr die Verbindungen der Forme* I. 

& Genstruktur Oder Plasmid, e nth attend die DMA nach Anspruch 7. 

5 9. Wirtszelle, vorzugsweise ein Bakterium Oder eine Hefe, enthaitend die Genstruktur Oder ein Plasmid 
nach Anspruch a 

10. Fusionsprotein, enthaitend die Verbindung der Formel I, vorzugsweise Uber ein BrUckenglied 
w - Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

an den BaJlastanteil des Fusionsproteins gebunden. 
Claims 

is Claims for the fdllowtng Contracting States : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U, LU, NL, SE 

1. The compound of the formula I 
B<1-30yArg-A(1-21) (I), 

in which B(1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin. 



20 



25 



30 



2. The compound of the formula I for use as a pharmaceutical, in particular for the treatment of diabetes 
mellftus. 

3b A pharmaceutical containing the compound of the formula I. 

4. A pharmaceutical composed of a pharmacologically acceptable excipient and the compound of the 
formula I. 

5. The use of the compound of the formula I for the preparation of the compound of the formula II 

S - S 
A(l - 21) 

S S (ZD , 

I I 

s s 

I I 

B(l - 30) - Arg 

in which A(1-21) and B<1-30) have the meaning mentioned in claim 1 and the -S-S- bridges are 
45 arranged as in insulin, or of insulin, preferably in a one-pot reaction, in which the cleavage of the minh 
proinsulin of the formula (I) is carried out under slightly acidic conditions (pH = 6.8). 

6. A process for the preparation of the compound of the formula I, which comprises expressing a gene 
structure coding for this compound in a host cell, preferably in a bacterium or in a yeast and, if the 

so gene structure codes for a fusion protein, liberating the compound of the formula I from the fusion 
protein obtained. 

7. A DMA, coding for the compound of the formula I. 

55 a A gene structure or plasmid containing the DIMA as claimed in claim 7. 

9. A host ceil, preferably a bacterium or a yeast, containing the gene structure or a plasmid as claimed in 
claim & 
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10. A fusion protein containing the compound of the formula I, preferably bonded via a bridging member 
- Met - lie - Glu - Gly - Arg - 
5 to the "ballast component" of the fusion protein. 
Claims for ttia following Contracting Stats : ES 
1. A process for the preparation of the compound of the formula I 

10 

B<1-30>Arg-A(1-21) (I), 

in which 5(1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin, which comprises expressing a 
gene structure coding for this compound in a host cell, preferably in a bacterium or in a yeast and, H 
is the gene structure codes for a fusion protein, liberating the compound of the formula I from the fusion 
protein obtained. 



2. The process for the preparation of a protein of the formula I as claimed in claim 1, wherein a fusion 
protein obtainable as in claim 1 is cleaved enzymatically and the protein of the formula I is isolated. 

20 

a A process for the preparation of the compound of the formula II 



s 


- s 


Mi 


1 

- 21) 


1 

s 


1 

a 


1 


1 


s 


s 


1 


1 


B(l 


- 30) - Arg 



in which A(1-21) and B(1-30) have the abovementioned meanings and the -S-S- bridges are arranged 
35 as in insulin, which comprises cleaving the protein obtainable as in claim 1 or 2 enzymatically under 
slightly acidic conditions (pH = 6.8), preferably using trypsin. 

4. A process for the preparation of human insulin, which comprises cleaving the protein obtainable as in 
claim 1 or 2 with trypsin or an analogously acting enzyme and with carboxy peptidase B or an 
40 analogously acting enzyme in a one-pot reaction under slightly acidic conditions (pH = 6.8). 

5- A process for the preparation of human insulin, which comprises preparing a fusion protein as in claim 
1, cleaving it, isolating the protein of the formula I, preparing the compound of the formula II therefrom 
enzymatically and removing the Oterminal arginine from this, either after intermediate isolation or 
45 preferably directly, under slightly acidic conditions (pH = 63). 

6. The process as claimed in claim 1 or 2, wherein, in the fusion protein, the protein of the formula I is 
bonded via a bridging member of the formula 

so - Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

to the ballast component 

Claims for ttio following Contracting State : QR 

55 

1. A process for the preparation of the compound of the formula I 
B(1-30)-Arg-A(1-21) (1), 
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in which B(1-30) and A(1-21) denote the B and A chain of human insulin, which comprises expressing a 
gene structure coding for this compound in a host cell, preferably in a bacterium or in a yeast and, if 
the gene structure codes for a fusion protein, liberating the compound of the formula I from the fusion 
5 protein obtained. 

2. The process for the preparation of a protein of the formula I as claimed in claim 1, wherein a fusion 
protein obtainable as in claim 1 is cleaved enzymatically and the protein of the formula I is isolated. 

jo a. A process for the preparation of the compound of the formula II 



15 



20 
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B(l 


- 30) - Arg 



(II). 



in which A(1-21) and B(1-30) have the abovementioned meanings and the -S-S- bridges are arranged 
25 as in insulin, which comprises cleaving the protein obtainable as in claim 1 or 2 enzymatically under 
slightly acidic conditions (pH = 63), preferably using trypsin. 

4. A process for the preparation of human insulin, which comprises cleaving the protein obtainable as in 
claim 1 or 2 with trypsin or an analogously acting enzyme and with carboxypeptidase B or an 

30 analogously acting enzyme in a one-pot reaction under slightly acidic conditions (pH = 6.8). 

5. A process for the preparation of human insulin, which comprises preparing a fusion protein as in claim 
1, cleaving it, isolating the protein of the formula I, preparing the compound of the formula II therefrom 
enzymatically and removing the C-terminal arginine from this, either after intermediate isolation or 

36 preferably directly, under slightly acidic conditions (pH = 63). 

8. The process as claimed in claim 1 or 2. wherein, in the fusion protein, the protein of the formula I is 
bonded via a bridging member of the formula 

40 - Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

to the ballast component 

7. A DMA coding for the compound of the formula I. 

45 

8L A gene structure or plasmid containing the DNA as claimed in claim 7. 

9. A host cell, preferably a bacterium or a yeast, containing the gene structure or a plasmid as claimed in 
claim 8. 

50 

10. A fusion protein containing the compound of the formula I, preferably bonded via a bridging member 
- Met - lie - Glu - Gry - Arg - 

55 to the ballast component of the fusion protein. 
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RevondlcatJons 

Revendication pour Ies Bats contractors autvarrts : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, U LUi NL, SE 

1. Compose* de formule I 

5 

B0-30>Arg-A-(1-21) (I) 

dans laquelle B(1-30) et A(1-21) represented Ies chaties B et A de I'insuline humaine. 

10 2. Compose* de formula I a utiliser comma agent the'rapeutique, en particulier, pour le trartemenl du 
diabete Sucre. 

& Medicament contenant le compose* de formula I. 

75 4. Medicament constitui d'un v£hicule pharmacologiquement acceptable et du compose* de formule I. 

5. Utilisation du compose* de formule I pour preparer le compose* de formula II 



20 



25 



30 
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- S 
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- s 
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B(l 


- 30) 



(II) 



dans laquelle A(1-21) et B<1-30) ont la signification donn£e dans la revendication 1 et Ies ponts -S-S 
sorrt disposes comma dans I'insuline, 

ou I'insuline, de preference, dans une reaction a un seul r6acteur v le clrvage da la mini-proinsuline da 
35 formule I etant effectuee dans dee conditions de legere acidite (pH = 6,8). 

8. Precede pour preparer le compose de formula I, caracterise en ca qua Ton exprime una structure 
genetique codant pour ce compose dans une cetlule-hdte, de preference, dans une bacteria ou dans 
une tevure, et, dans le cas oD la structure genetique code pour une proline de fusion, on libera la 

40 compose de formule I da la proline de fusion obtenue. 

7. AON codant pour Ies composes de formule I. 

& Structure genetique ou plasmide contenant I'ADN seton la revendication 7. 

45 

9. Ceflule-hdte, de preference, une bacterie ou une tevure, contenant la structure genetique ou un 
plasmide seton la revendication 6. 

10. Proline de fusion contenant le compose da formule I, de preference, lie par rintermediaire d'un 
so element de pont 

- Mat - lie - Glu - Gly - Arg - 

a la "partia de ballast" da la proline da fusion. 

55 



19 



EP 0 347 781 B1 



Revendlcations pour l"Etat contractant atirvant : ES 

1. Proce'de* pour preparer I compost de formute I 

s B(1-30>Arg-A-<1-21) (I) 

dans laquelte B{1-30) et A(1-21) represented les chaTnes B el A de I'insuline humaine, caract6ris6 en 
ce que Ton expiime une structure g^netique cod ant pour ce compose* dans une cellule-h6te, de 
preference, dans une bacteYie ou dans une levure, et dans le cas oD la structure g6n6tique code pour 
jo une proline de fusion, on libere le compose* de formule I de la proline de fusion obtenue. 

2. Proceed pour preparer une proline de formule I selon la revendication 1. caract£iis6 en ce que Ton 
dive, par voie enzymatique, une proline de fusion qu'il est possible d'obtenir selon la revendication 1 
et on isole la proline de formule I. 

75 

a Proc6d6 pour preparer le compose" de formule II 
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A<1 


1 

- 21) 
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- 30) - Arg 



(II)/ 



30 

dans laquelle A(1-21) et B(1-30) ont la signification prec^demment citee et les ponts -S-S sorrt disposes 
comme dans I'insuline, caractirise* en ce que Ton dive , par voie enzymatique, la proline qu'il est 
possible d'obtenir selon la revendication 1 ou 2. dans des conditions de legere aciditi (pH = 6,8), de 
preference, avec de la trypsins. 

36 

4. Procdde* pour preparer de I'insuline humaine, caractense* en ce que Ton dive une proline qu'il est 
possible d'obtenir selon la revendication 1 ou 2, avec de la trypsine, ou une enzyme agissant de 
maniere analogue, et avec de la carboxy peptidase B, ou une enzyme agissant de maniere analogue, 
dans une reaction a un seul reacteur, dans des conditions de lege re acidrte* (pH = 6,8). 

40 

5. Proc6d6 pour preparer de I'insuline humaine, caracteVise* en ce qu'on prepare une proline de fusion 
selon la revendication 1, on la dive , on isole la proteine de formule I a partir de laquelle on prepare, 
par voie enzymatique, le compose* de formule II duquel on s£pare I'arginine C-terminale, apres 
isolemerrt interme'diaire ou, de preference, directement, dans des conditions de tegere actditd (phi = 

46 63). 

6. Proc^de* selon la revendication 1 ou 2, caracteVise" en ce que, dans la proline de fusion, la proline de 
formule I est \i6e a la parte de ballast par t'irrtermecliaire d'un dement de pent de formule 

50 - Met - lie - Glu - Gly - Arg - . 

Revindications pour l"Etat contractant aulvant : GR 

1. Proc^de* pour preparer le compose* de formule I 

55 

B<1-30)-Arg-A-<1-21) (I) 

dans laquelle B<1-30) et A(1-21) represented les chaTnes B et A de I'insuline humaine, caractirise* en 
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C8 que Ton exprime une structure gdndtique cod ant pour ce compost dans une cellule-note, de 
preference, dans une bacteria ou dans une levure, et dans le cas ou la structure gdndtique code pour 
une proline de fusion, on lib&re le compost de formule I de la proline de fusion otrtenu . 

5 2. Procedtf pour preparer une proline de formule I selon la revendication 1, caracteris6 en ce que Ton 
dive par voie enzymatique, une proline de fusion qu'il est possible d'obtenir selon la revendication 1 
et on isole la proteine de formule I. 

a Proc£d6 pour preparer le compost de formule II 

10 



s - 


S 


1 


1 


A(l - 


21) 


1 


1 


s - 


S 


1 


1 


s - 


s 


1 

B(l " 


1 

30) - Arg 



dans laquelle A(1-21) et B(1-30) orrt la signification pr6c6demment chie et les ponts -S-S sent disposes 
25 comme dans I'insuline, caracterise en ce que dive par voie enzymatique, la proline qu'il est possible 
d'obtenir selon la revendication 1 ou 2, dans des conditions de legere acidrte (pH = 6,8), de 
preference, avec de la trypsine. 

4. Proceed pour preparer de I'insuline humaine, caracterise en ce que Ton dive une proline qu'il est 
30 possible d'obtenir selon la revendication 1 ou 2, avec de la trypsine, ou une enzyme agissant de 
maniere analogue, et avec de la carboxypeptidase B, ou une enzyme agissant de manure analogue, 
dans une reaction a un seul r^acteur, dans des conditions de legere acidite (pH = 6,8). 

6. Precede pour preparer de I'insuline humaine, caracterise en ce qu'on prepare une proline de fusion 
35 selon la revendication 1, on la dive, on isole la proteine de formule I a partir de laquelle on prepare, 
par voie enzymatique, le compose* de formule II duquel on 96 pare I'arginine C-terminale, apr&s 
isolement intermediate ou, de preference, directemertt, dans des conditions de tig&re acidrte (pH = 

40 6. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que, dans la proline de fusion, la proline de 
formule I est l£e a la "parte de ballast" par nntermddiaire d'un dement de pont de formule 

- Met - lie - Glu - Gly - Arg - . 

45 7. ADN cod ant pour les composes de formule I. 

8L Structure g^neHique ou plasmide contenant I'ADN selon la revendication 7. 

9. Cellule-trite, de preference, une bacteria ou une levure, contenant la structure g6n6tique ou un 
so plasmide selon la revendication 8. 

10. Proline de fusion contenant le compost de formule I. de preference, lie par rintermediaire d'un 
element de pont 

55 - Met - lie - Glu - Gly - Arg - 

a la "parte de ballast" de la proteine de fusion. 
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